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(57) Abstract 

The invention generally concerns the use of saponins or sapogenols in particular extracted from plants, preferably soya or Medicago, in 
cosmetology and for making pharmaceutical compositions for skin treatment to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. The invention also concerns novel cosmetic compositions promoting the . increase of the amount of collagen IV in the 
dermal-epidermal junction and a cosmetic treatment method using a saponin or sapogenol. The invention is applicable in cosmetics 
preferably in anti-wrinkle treatment and in pharmaceutics for treating diseases related to dermal-epidermal junction deficiency resulting 
from an insufficient amount of collagen IV. 

(57) Abre*gd 

La pnSsente invention concerne gen6ralement Tutilisation de saponines ou sapogenols en particulier extraits de plante, de preference 
de soja ou de Medicago, en cosmdtologie ainsi que pour la fabrication de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de la peau 
en vue d'augmenter la quantite de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Elle concerne egalement de nouvelles compositions 
cosmetiques ou pharmaceutiques favorisant Taugmentation de la quantite de collagene IV dans \a jonction dermo-epidermique ainsi qu'un' 
procede de traitement cosm£tique utilisant une saponine ou un sapogenol. L* invention trouve application en cosm&ique de preference dans 
le traitement anti-rides et en pharmacie dans le traitement des maladies liees a une deficience de la jonction dermo-epidermique resultant 
d'une quantite insuffisante de collagene IV. 
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Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol cosmetiquement acceptable, 
comme agent cosmetique destine a augrnenter la quantite de collagene IV dans la 
jonction dermo-epidermique. 

La presente invention concerne generalement Tutilisation de saponines 
5 ou sapogenols en cosmetologie ainsi que pour la fabrication de compositions 
pharmaceutiques destinees au traitement de la peau en vue d'augmenter la quantite 
de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. 

Elle concerne egalement de nouvelles compositions cosmetiques ou 
pharmaceutiques favorisant Taugmentation de la quantite de collagene IV dans la 
10 jonction dermo-epidermique ainsi qu'un procede de traitement cosmetique 
utilisant une saponine ou un sapogenol. 

On sait que la jonction dermo-epidermique est une structure complexe 
qui assure la cohesion et les echanges entre le derme et l'epiderme, indispensables 
au bon forictionnement de la peau. 
15 On sait, par ailleurs, que le collagene de type IV, encore denomme 

collagene IV est un constituant majeur de la jonction dermo-epidermique qui 
intervient notamment dans le maintien d'une interface fonctionnelle entre le derme 
et l'epiderme. 

L'etat physiologique optimum de la jonction dermo-epidermique 

20 depend d'une quantite suffisante de collagene IV presente dans cette jonction 
dermo-epidermique. 

II est done souhaitable, en vue de maintenir ou de restaurer l'etat 
physiologique de la jonction dermo-epidermique, de disposer d ! un moyen 
permettant d'y augrnenter la quantite de collagene IV. 

25 II a ete decouvert, et ceci constitue le fondement de la presente 

invention, que les saponines ainsi que les sapogenols triterpeniques de preference 
de type A ou de type B, en particulier cosmetiquement ou pharmaceutiquement 
acceptables sont particulierement appropries en tant qu'agents permettant 
d'augmenter la quantite de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. 

30 Ainsi, selon un premier aspect, la presente demande vise a couvrir une 

utilisation d f au moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique, 
cosmetiquement acceptable, en particulier une saponine ou un sapogenol, extrait 
de plante, de preference de soja ou d f une plante de type Medicago, ou d f un extrait 
vegetal riche en de tels composes, comme agent cosmetique destine a augrnenter 

35 la quantite de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. 
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Outre le domaine cosmetique, I'invention trouve egalement application 
dans le domaine pharmaceutique, notamment dermatologique. 

Ainsi, selon un second aspect, la presente demande vise a couvrir 
l'utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenoi de nature triterpenique, 
5 pharmaceutiquement acceptable, en particulier une saponine ou un sapogenoi 
extrait de plante, de preference de soja ou d'une plante de type Medicago, ou d'un 
extrait vegetal riche en de teis composes, pour la fabrication d'une composition 
pharmaceutique, notamment dermatologique destinee a traiter les pathologies liees 
a une deficience de la jonction dermo-epidermique resultant d'une quantite 
10 insuffisante de collagene IV. 

De tres nombreuses saponines et de tres nombreux sapogenols de 
nature triterpenique, s'averent appropries dans le cadre de l'utilisation conforme a 
la presente invention, dans le domaine cosmetique ou pharmaceutique. 

Avantageusement, ces composes, qui devront etre cosmetiquement ou 
15 pharmaceutiquement acceptables, dans le cadre d ! une utilisation cosmetique ou 
pharmaceutique, seront extraits de plantes. Ces composes pourraient etre aussi 
obtenus par synthese chimique, comme cela est bien comprehensible et connu de 
l'homme de Tart. 

En particulier, on pourra utiliser des saponines extraites de plantes, de 
20 preference extraites de Glycine max (soja), de Phaseolus vulgaris, de Phaseolus 
aureus, de Phaseolus lunatus, de Vicia faba, de Lens culinaris, de Cicer arietum, 
de Vigna angularis, de Vigna mungo, de Oxytropis ochrocephala, d'Oxytropis 
glabra, de Pisum sativum, de Sophora favescens, d'Asparalus membranaceus, de 
Crotalaria albida, d'Arachis hypogea, de Galega officinalis, de Wistaria 
25 brachybotrys, de Trifolium repens, ou extraites de plantes du type Medicago, en 
particulier Medicago alfalfa et Medicago sativa designe souvent par le nom de 
"luzerne". 

Selon un troisieme aspect, la presente demande vise a couvrir 
l'utilisation d ! au moins une saponine ou un sapogenoi, extrait(e) d ! une plante riche 

30 en de tels composes, choisie parmi : Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris, 
Phaseolus aureus, Phaseolus lunatus, Vicia faba, Lens culinaris, Cicer arietum, 
Vigna angularis, Vigna mungo, Oxytropis ochrocephala, Oxytropis glabra, Pisum 
sativum, Sophora favescens, Asparalus membranaceus, Crotalaria albida, Arachis 
hypogea, Galega officinalis, Wistaria brachybotrys, Trifolium repens, ou une 

35 plante du type Medicago, en particulier Medicago alfalfa et Medicago sativa ou 
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"luzerne" ; comme agent cosmetique destine a augmenter la quantite de collagene 
IV dans la jonctdon dermo-epidermique. 

Selon un quatrieme aspect, la presente invention vise a couvrir 
l f utilisation d T au moins une saponine ou un sapogenol, extrait(e) d'une plante riche 
5 en de tels composes, choisie parmi : Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris, 
Phaseolus aureus, Phaseolus lunatus; Vicia faba, Lens culinaris, Cicer arietum, 
Vigna angularis, Vigna mungo, Oxytropis ochrocephala, Oxytropis glabra, Pisum 
sativum, Sophora favescens, Asparalus membranaceus, Crotalaria albida, Arachis 
hypogea, Galega officinalis, Wistaria brachybotrys, Trifoiium repens, ou une 

10 plante du type Medicago, en particulier Medicago alfalfa et Medicago sativa ou 
"luzerne" ; pour la fabrication d'une composition pharmaceutique, notamment 
dermatoiogique, destinee a traiter les pathologies Iiees a une deficience de la 
jonction dermo-epidermique resultant d T une quantite insuffisante de collagene IV. 

De preference, on pourra utiliser des extraits vegetaux riches en 

15 saponines ou sapogenols triterpeniques. 

Le soja et les plantes de type Medicago telles que Medicago sativa 
sont des plantes parti culierement appropries pour fournir des saponines ou 
sapogenols utilisables dans le cadre de l'invention, puisqu'elles/ils sont de type 
trite rpenique et en particulier de type A ou de type B. 

20 Avantageusement, ces saponines ou sapogenols de nature triterpenique 

comprendront des soyasaponines ou soyasapogenols triterpeniques de type A ou 
de type B, et pourront etre extrait(e)s en particulier d'une plante de type Medicago 
telle que Medicago alfalfa et Medicago sativa. 

Ces soyasaponines ou soyasapogenols triterpeniques de type A ou de 

25 type B sont bien connus dans la litterature (voir d'une part 1'article de 
Georges Massiot, Catherine Lavaud, Dominique Guiliaume et Louisette Le Men- 
Olivier dans J. Agric. Food Chern. (1988), 36, pages 902-909, et d'autre part, 
Touvrage denomme "Saponins' 1 de Hostettman K. et Marston A. (1995), publie par 
Cambridge University Press, en particulier Appendix 2, references 446 a 460, 517 

30 a 5 19. Leur formule chimique est la suivante : 
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Les sapogenols ne comportent pas de substituant sucre et sont ainsi 
generalement denommes aglycones. Par contre, ils peuvent etre substitues par des 
sucre»s ou des chaines de sucres et sont alors denommes soyasaponines, qui 
peuvent ainsi etre de type A ou de type B. 



On citera par exemple : 



soyasapogenol A. aglycone 
(selon l'appendix 2 de Hostettman et Marston (1995) 
- Cambrige University Press) 


Nom 


Structure 


Extrait de plante 


Reference biblio- 
graphique 


N°517 

Soyasaponine A2 


3-GlcA 2 -Gai 
22-Ara 3 -Glc 


Glycine max 
(Leguminosae) 


Kitagawa et ai. 
1985c 


N°518 

Soyasaponine Ai 


3-GlcA 2 -Gal 2 -Gic 
22-Ara 3 -Glc 


G. max 

(Leguminosae) 


Kitagawa et ai. 
1985a 


N°519 

Soyasaponine A3 


3-GlcA 2 -Gal 2 -Rha 


G. max 

(Leguminosae) 


Curletai. 1988b 
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soyasapogenol B. aglycone 
(selon l'appendix 2 de Hostettman et Marston (1995) 
- Cambrige University Press) 


Nom 


Structure 


Extrait de plante 


Reference biblio- 
graphique 


N°446 


24-Glc 


Phaseolus vulgaris 
(Leguminosae) 


Jainet al. 1988 


N°447 

Soyasaponine IV 


3-GlcA 2 -Ara 


Glycine max 
(Leguminosae) 


Burrows et aL 
1987 


N°448 

Soyasaponine III r 


3-GlcA 2 -Gal 


G. max 

(Leguminosae) 


Kitagawa et al. 
1982 


N°449 

Azukisaponine II 


3-GlcA 2 -Glc 


Vigna angularis 
(Leguminosae) 
Medicago sativa 
(Luguminosae) 


Kitagawa et al. 
1983c 

Kitagawa et al. 
1988d 


N°450 

Phaseoluside A 


3-Glc 4 -Glc 
Glc 


Phaseolus vulgaris 
(Leguminosae) 


Jain et al 1991 


N°451 

Soyasaponine II 


3-GlcA 2 -Ara 2 -Rha 


Glycine max 
(Leguminosae) 


Kitagawa et al. 
1982 


N°452 


3-GlcA 2 -Ara 2 -Rha 


Oxytropis 
ochrocephala 
(Leguminosae) 
O. glabra 
(leguminasoae) 


Sunetal. 1987 
Sun et al. 1991 


N°453 

Soyasaponine V 


3-GlcA 2 -Gal 2 -Gic 


Glycine max 
(Leguminosae) 
Phaseolus vulgaris 
(Leguminosae) 


Taniyama et al. 
1988b 

Curl et al. 1988a 
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soyasapogenol B. aglycone 
(selon Tappendix 2 de Hostettman et Marston (1995) 
- Cambrige University Press) (suite) 


N°454 

Soyasaponine I 


3-GlcA 2 -Gai 2 -Rha 


Glycine max 
(Leguminosae) 
Medicago sativa 
(Leguminosae) 
Pisum sativum 
(Leguminosae) : 


Kitagawa et al. 

ly/OO 

Kitagawa et al. 
-1988d 

Price and Fenwick, 
1984 


JN 4!>o 

Azukisaponine V 


3-CjlcA -Ulc -Kna 


Vigna anguiaris 
(Leguminosae) 
Medicago sativa 
(Leguminosae) 


Kitagawa et al. 
1983d 

Kitagawa et al. 
1988d 


N°457 


3-GlcA 4 -Glc 2 -Rha 


Oxytropis 

ochrocephala 

(Leguminosae) 


Sunet al. 1987 


N°458 

Astragaloside VIII 


3-GlcA 2 -Xyl 2 -Rha 


Astragalus 

membranaceus 

(Leguminosae) 


Kitagawa et al. 
1983e 


N°459 


3-GlcA 4 -Glc 2 -Rha 

V 

Glc 


Oxytropis glabra 
(Leguminosae) 


Sun and Jia, 1990 


N°460 


3-GlcA 2 -Gal 2 -Rha 

l« 

Glc 


Crotalaria albida 
(Leguminosae) 


Ding etal. 1991a 



Les saponines ou sapogenois precites triterpeniques peuvent etre 
extraits a partir de toute partie de la plante rnais seront de preference extraits a 
5 partir des racines dans le cas de Medicago et des graines dans le cas du soja. 

Les conditions d'extraction sont bien connues de Thomme du Tart qui 
pourra, par exemple, se reporter au document WO 92/09262 incorpore ici par 
reference. 
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Dans le cadre de Tutilisation conforme a la presente invention, la 
proportion en saponine(s) ou en sapogenol (s) ou en extrait vegetal en contenant 
est avantageusement comprise entre 0,001 % et 5 %, mieux entre 0,01 et 2 %, en 
poids, par rapport au poids total de la composition cosmetique ou pharmaceutique 
5 finale. 

II a egalement ete decouvert, de fa9on tout a fait inattendue que Feffet 
benefique des saponines et des sapogenols, quelle que soit leur nature, c f est-a-dire 
meme si ladite saponine ou ledit sapogenol n'est pas de nature triterpenique, bien 
que Temploi d'une saponine ou d'un sapogenol de nature triterpenique, de 
10 preference de type A ou de type B, soit prefere, peut etre sensiblement augmente 
lorsque ces composes sont utilises en association avec un ecdysteroYde ou un 
derive acetyle d'ecdysteroide corame, en particulier, la (3-ecdysone ou ecdysterone. 
. " . Les ecdysteroides, et en particulier Tecdysterone sont des substances 

; naturelles bien connues, presentes notamment chez les insectes et dans certaines 
"13" plantes telles que Polypodium vulgare et Cyanotis arachnoidea. 

Dans le cadre d'une utilisation associant une saponine ou un sapogenol 
et un ecdysteroYde, ces composes seront utilises de preference dans un rapport 
ponderal compris entre 1: 10 et 10:1 et de preference encore egal a 1:1. 
— Les saponines ou sapogenols peuvent en outre etre utilisees en 

20 association avec une autre substance active par exemple choisie parmi le groupe 
constitue par Tacide madecassique, Facide asiatique, le madecassoside, 
Tasiaticoside, l'a-1 -proteinase inhibiteur, les inhibiteurs de collagenase tels que 
l'acide retinoique, les inhibiteurs d ! elastase, la lysine, la proline, le 2-oxoglutarate, 
le ginsenoside Rq, la vitamine D et ses derives, les vitamines, en particulier la 
25 vitamine A, B ou E ; les xanthines, la tyrosine ou ses derives comme par exemple 
le tyrosinate de glucose, la malyltyrosine, la quinine ou ses derives, les rubefiants 
tels que le nicotinate de methyle, des hydrolysats de keratine, des oligoelements 
tels que le zinc, le selenium, cuivre, des inhibiteurs de 5-ct-reducteurs tels que 
progesterone, Tacetate de cyproterone, le minoxidil, Tacide azelaique et ses 
30 derives, le l,4-methyl-4-azasteroide, en particulier la 17-P-N,N-diethyicarbamoyl- 
4-methyl-4-aza-5-a-androstan-3-one, ou encore un extrait de Serenoa repens. 

Dans ce cas, la concentration en cette (ou ces) autre(s) substance(s) 
active(s) est comprise entre 0,0001 % et 5 % en poids par rapport au poids de la 
composition finale. 
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Ces substances, incluant les saponines ou sapogenols, peuvent 
eventuellement etre incorporees au moins en partie dans des phases lamellaires 
lipidiques hydratees ou dans des vesicules de type liposomes. 

Selon un quatrieme aspect, la presente demande vise a couvrir de 
5 nouvelles compositions cosmetiques ou pharmaceutiques favorisant 
Taugmentation de la quantite de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. 

Ces compositions sont essentiellement caracterisees par le fait qu'elles 
contiennent une quantite efficace de i'association d'au moins une saponine ou un 
sapogenol, quelle que soit sa nature, pour etre de nature non triterpenique, mais de 
10 preference au moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique, encore 
de preference de type A ou de type B, avec au moins un ecdysteroide, en 
particulier la (3-ecdysone ou ecdysterone. 

Dans ce cas, la saponine ou le sapogenol precite et Tecdysteroide 
precite sont associes dans un rapport ponderal compris entre 1 : 10 et 10 : 1, et de 
15 preference egal 4 1:1. 

Selon un cinquieme aspect, la presente demande vise a couvrir un 
procede de traitement cosmetique dans lequel on procede a i'administration 
topique a une personne en ayant besoin, d'une quantite efficace d'au moins une 
saponine ou d'au moins un sapogenol tel que defini precedemment eventuellement 
20 en association avec une ou plusieurs autres substances actives telles que 
mentionnees ci-dessus et/ou en association avec un ecdysteroide, en particulier 
Tecdysterone. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de l'invention apparaitront 
clairement a la lecture de la description explicative qui va suivre faite en reference 
25 a plusieurs exemples donnes a titre d'illustration et qui ne sauraient done en 
aucune fa?on limiter la portee de Tinvention. 

Dans les exemples, les pourcentages sont exprimes en poids, la 
temperature est la temperature ambiante, et la pression est la pression 
atmospherique, sauf indication contraire. Dans le cas des extraits, les quantites de 
30 ceux-ci sont exprimees en poids sec. 
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Exemple 1 

Mise en evidence de raugmentation de la quantite de collagene TV avec des 
saponines extraites de graines de soia 

Dans cet exemple, on utilise un extrait de graines de soja, disponible 
5 dans le commerce sous la reference SOY SELECT LOT 26040/2 aupres de la 
societe italienne Indena. 

Cet extrait contient selon les informations commerciales des saponines 
de la categorie des "soyasaponines" en proportion de 29 a 30 % en poids sec, 
comprenant majoritairement des soyasapogenols du groupe B. 
10 Afin de valider la pertinence du protocole experimental choisi, une 

serie de ces essais ont ete realises avec un temoin positif, le Transforming Growth 
Factor - beta (TGF-beta), connu comme augmentant la quantite de collagene IV 
dans une culture de keratinocytes humains. On pourra se reporter a Particle de 
Koning A., Bruckner-Tuderman L. ; J. Cell. Biol. ; 1992 May ;1 17 (3) ;6l9 T S5. 

15 

1. Protocole du test 

a. Provenance des keratinocytes : 

Les cultures de keratinocytes humains normaux (KHN) sont etablies a 
partir d ! un prelevement chirurgical de peau saine. Dans la presente etude, les tests 
20 ont ete realises sur une souche cellulaire provenant d'un lifting d'une femme 
caucasienne de 44 ans, souche notee KH 44. 

b. Conditions de culture : 

Les keratinocytes sont cultives dans le milieu de croissance K-SFM, 
25 qui est un milieu specifique de culture des keratinocytes, SFM (Serum Free 
Medium) complet, complement^ en EGF (Epidermal Growth Factor) et en extrait 
pituitaire, commercialise par la societe Gibco, France. Les cellules ont ete sous- 
cultivees une fois a partir de la primoculture selon un passage, note PI. 

30 c. Conditions de traitement : 

L'ensemencement des cellules est realise en plaques de culture a 
96 puits a raison de 25 000 KHN par puits dans le milieu K-SFM. Apres 24 h 
d'incubation necessaire a la bonne adherence des cellules, le milieu d'ensemence- 
ment est retire et remplace par du milieu K-SFM dilue au 50 e dans le meme 

35 milieu de base, mais depourvu de EGF et d'extrait pituitaire. 
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On ajoute alors le produit a tester selon l'invention que l r on dissout 
dans le DMSO a diverses concentrations reportees au tableau I ci-apres, et que Ton 
cultive pendant 72 h. 

Les temoins recevront la meme quantite de solvant DMSO que pour le 
5 produit teste a 0, 1 % final. 

Les surnageants de culture sont recuperes pour realiser un dosage 
ELISA comme explique ci-apres. 

d. Dosaee ELISA du collagene IV : 

Le protocole du dosage du collagene IV par une methode ELISA est 
10 adapte de celui decrit par DUMAS M. et al. dans Mechanisms of Ageing and 
Development, 1994, 73, pages 179-187. 

On utilise un anticorps anti-collagene IV humain fourni par Tlnstitut 
Pasteur, Lyon, France. Une courbe d'etalonnage est effectuee avec du collagene IV 
de placenta humain de chez Sigma. Parallelement, un dosage global des proteines 
15 est effectue par la technique a l'acide bicinchoninique, kit BCA, commercialise par 
la societe Sigma, France, dans le but de rapporter la quantite de collagene IV au 
taux de proteines cellulaires. 

Six cultures sont realisees pour chacune des trois concentrations et 
pour I'essai temoin. 

20 

e. Expression des resultats et interpretation statistique 

Les resultats de Faugmentation de la quantite de collagene IV dans 
une culture de keratinocytes sont exprimes en nanogrammes de collagene IV pour 
100 jig de proteines apres culture pendant 72h. 
25 L'activite A du produit est exprimee en pourcentage et correspond a la formule 
suivante : 

ou : 

• Qs est la quantite de collagene IV des KHN traites exprimee en ng pour 100 jig 
30 de proteines, apres 72 heures. 

• Qt est la quantite de collagene IV des KHN temoins DMSO exprimee en ng 
pour 100 fig de proteines, apres 72 heures. 
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Les resultats obtenus sur les cultures traitees (n=6) et temoins (n=6) 
sont compares par le test t de Student non apparie, le seuil de significativite etant 
p = 0,05. 

5 2. Resultats-conclusion 

Les resultats sont reportes au tableau I ci-apres, a partir de la moyenne 
des mesures sur les differentes cultures : 



TABLEAU I 



f PRODUIT 1 


C^. . -j- ,, t _. ti-~ 

(ng de coll IV/lOO^g de 
proteines ; a 72 h) 


A(%) 


Significativite 
p = 0,05 


temoin DMSO 


3,743±0,443 


0 




temoin positif (TGF-beta) 10 
ng/ml 


5,615+0,595 


+50 


S 


saponines de soja 2,5 |ig/ml 


3,93l±0,426 


+5 


NS 


saponines de soja 5 ng/ml 


4,474+0,5 IT - - 


+19 


S 


saponines de soja 10 |ig/ml 


4,762±0,591 


+27 


s 


saponines de soja 25 |ig/ml 


5,152+0,596 


+37,5 


s 



S= significatif 

NS = non significatif 

15 

On notera que le taux de collagene IV est exprime en nanogrammes 
pour 100 jig de proteines apres 72 h de contact avec les cellules. 

II apparait clairement que les saponines testees augmente 
significativement la quantite de collagene IV dans une culture de keratinocytes 
20 humains. 

On notera egalement que le temoin positif (TGF-beta) repond 
significativement au protocole experimental choisi, ce qui confirme sa validation 
et la pertinence des essais realises. 

Ainsi, les saponines, en particulier celles extraites du soja, peuvent 
25 etre utilisees en cosmetique ou en pharmacie ou dermopharmacie pour augmenter 
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la quantite de collagene IV. Dans ce cas, elles permettent de renforcer la structure 
et les proprietes de la jonction dermo-epidermique, zone d'echange entre le derme 
et repiderine et zones tres importantes pour les processus de differentiation des 
keratinocytes, 

Exemple 2 

Mise en evidence de r augmentation de la quantite de collagene IV en presence de 
saponines de Medicago 

Cet essai est realise de la fa<;on suivante : 
10 Le produit a tester constitue par des saponines de racines de Medicago 

sativa, est disponible dans le commerce et commercialise par la societe Berkem, 
sous la forme d f une poudre. . ..-.^^ 

Les tests ont ete realises en aveugie, le produit etant denomme 
saponine Medicago. ' ; 

15 

1. Protocole du test 

a. Provenance des keratinocytes 

Les cultures de keratinocytes humains normaux (KHN) sont etablies a 
partir d'un prelevement chirurgical de peau saine. Dans la presente etude, les tests 
20 ont ete realises sur une souche cellulaire provenant d'un lifting d'une femme 
caucasienne de 48 ans, souche notee KHN 555. 

b. Conditions de culture 

Les keratinocytes sont cultives de la meme maniere que celle decrite a 
25 Texemple precedent, si ce n'est que les cellules ont ete sous-cultivees 4 fois et 
recoltees au stade de la 4 e sous-culture ou 4 e passage, note P4. 

c. Conditions de traitement 

L'ensemencement des cellules est realise en plaques de culture a 
30 96 puits en raison de 30 000 KHN par puits dans le milieu K-SFM. 

Apres 24 h d r incubation necessaire a la bonne adherence des cellules, 
le milieu est remplace par un milieu K-SFM dilue a 2 %, limitant la proliferation 
des keratinocytes. 

Les produits selon I'invention sont prepares extemporanement dans le 
35 DMSO a une proportion respectivement de 2,5-10 et 25 mg/ml a partir du produit 
disponible dans le commerce, et ces solutions meres sont introduites dans le 
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milieu d'etude a 0,1 % V/V final, soit des concentrations testees a 2,5-10 et 
25 jig/ml. Le temoin re^oit Texcipient des produits, soit 0,1 % V/V de DMSO. 

Uabsence de cytotoxicity du produit selon Tinvention aux differentes 
concentrations testees a ete demontree par ailleurs a l'aide des tests de viabilite 
5 XTT de chez BOEHRINGER, France. 

Apres 48 h de traitement/ les surnageants en incubation sont preleves 
en vue du dosage du collagene IV present Un dosage des proteines est effectue 
sur le tapis cellulaire restant dans les puits selon la methode BCA de chez 
SIGMA, dans le but de ramener la quantite de collagene IV present au taux de 
10 proteines cellulaires. 

d. Dosage ELISA du collagene IV 

JLe protocole de dosage est le meme que celui de Pexemple 1, mais les 
modifications suivantes ont ete apportees dans la mise au point du dosage. 
15 - Premier anticorps : anticorps monoclonal de lapin anti-collagene IV humain de 
riNSTITUT PASTEUR DE LYON, Ref. 2041 1. 

- Gamme etalon realisee avec du collagene de type IV humain d^rigine 
placentaire humaine, SIGMA reference C5533. 

20 . e. Expression des resultats et interpretation statistique 

Les resultats des experiences exprimes selon la methode decrite au e) 
de Texemple 1, font Tobjet du tableau II ci-apres. 
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2. Resu ltats-c on c lusion 

Les resultats sont donnes dans le tableau II ci-apres a partir de la 
moyenne des mesures sur les differentes cultures : 

5 TABLEAU II 



PRODUITS 


Q 

(ng de coll IV/ 100 jig prot. ; 
a 48 h) 


A(%) 


Significativite j 
P = 0,05 


TEMOIN K-SFM 2 % + 
DMSO 0,1 % 


1,565+/-0,314 


o 




saponines de luzeme 
(2,5 ug/ml) 


l,745+/-0,409 . . 


+11 


NS 


saponines de luzerne 
(10 ug/ml) 


2,858+/-0,529 


+ 83 


S 


saponines de luzeme 
|(25 ug/ml) 


2,336+7-0^523 


+ 49 


s 



S = significatif 



NS : non significatif 

On constate une augmentation significative de la quantite de collagene 

IV present dans les cultures de keratinocytes humains normaux, realisees en 
10 presence de saponines de racines de Medicago sativa ou luzeme. Les 

concentrations actives de saponines sont de 10 et 25 jj.g/ml avec le maximum 

d f activite a 10 jig/ml. 

Ainsi, le produit selon Tinvention est actif et peut etre utilise comme 

agent cosmetique pour fabriquer des compositions cosmetiques, pharmaceutiques 
15 ou dermatologiques permettant de renforcer la cohesion derme-epidenne comme 

pour l'exemple 1. 

Exemple 3 

Mise en evidence de Taugmentation de la quantite de collagene IV en presence de 
saponines extraites de graines de soia et de beta-ecdvsone. 

20 Le protocole est le meme que celui decrit dans l'exemple I, ceci pres 

difference que Textrait de graines de soja (reference SOY SELECT LOT 26040/2 
disponible aupres de la societe italienne Indena) est utilise associe avec de la beta- 
ecdysone, dans un rapport ponderal 1/1 pour ces deux elements, et que le temps de 
contact entre les produits a tester et les cellules est de 48 heures (au lieu de 

25 72 heures). 
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Les resultats sont donnes dans le tableau m ci-apres a partir de la 
moyenne des mesures sur les differentes cultures : 



TABLEAU III 



PRODUIT 


Q 

(ngdecoll IV/100 ng de 
proteines ; a 48 h) 


A(%) 


Significativite 
P = 0,05 | 


temoin DMSO 


1,565+0,314 


0 




saponines de soja 2,5 jig/mi 


1,643+0,320 


+5 


NS 


saponines de soja 2,5 (ig/ml 
et beta-ecdysone 2,5 |ig/ml 


2,441+0,360 


+56 


S 


saponines de soja 5 fig/ml 


1,682±0,317 


+7,5 


. NS 


saponines de soja 5 fig/ml 
et beta-ecdysone 5 ^lg/ml 


2,081+0,340 


+33 


S 


saponines de soja 10 (ig/ml 


1,972+0,331 


+26 


s 


saponines de soja 10 ng/ml 
et beta-ecdysone 10 |ig/ml 


2,003+0,336 


+28 


s 


saponines de soja 20 ^ig/ml 


1,975±0,335 


+26 


s 


j saponines de soja 20 |ig/ml I 
1 et beta-ecdysone 20 jig/ml 


1,998+0,342 


+27,5 


s 



5 S= significatif 

NS = non significatif 

On constate a la lecture du tableau HI, que ^utilisation de 
T association, ou combinaison, des saponines de soja avec de la beta-ecdysone, a 
certaines concentrations (2,5 et 5 |ig/ml pour chacun des deux elements) est 
10 encore plus efficace que i'utilisation des saponines de soja seules pour augmenter 
la quantite de collagene IV dans un milieu ou sont presents des keratinocytes 
humains normaux. 

La meme experience a ete conduite en utilisant de la beta-ecdysone 
seule. Aucune augmentation de la quantite de collagene IV n'a ete constatee. 
15 Les inventeurs ont done conclu qu'il existe un effet de synergie entre 

les saponines de soja et la beta-ecdysone pour ce qui est de la capacite de ces 
elements a provoquer une augmentation de la quantite de collagene IV dans un 
milieu ou sont presents des keratinocytes humains normaux. 

La combinaison d'une saponine de soja avec la beta-ecdysone semble 
20 done etre tres efficace comme moyen pour augmenter la quantite de collagene IV 
dans un milieu ou sont presents des keratinocytes humains normaux. 
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Ainsi, Tassociation de saponine et d'ecdysteroide selon Tinvention 
presente un grand interet pour des applications cosmetiques et pharmaceutiques, 
notamment dermatologiques. 

Exemple 4 

Creme luttant contre les maraues du vieillissement 



Retinol 4000 UI 

Saponines de soja de type B 0,01 g 

Glycerine 3 g 

Extrait de Commiphora mukkul ■- 0,1 g 

Excipient emulsion fluide qsp. 100 g 



-A utiliser le soir pour traiter les rides, appliquer cette emulsion fluide en la faisant 
penetrer. 

Exemnle 5 

Creme anti-rides et preventive du photovieillissement 



Retinol 2000 UI 

: Palmitate de retinol 0,01 g 

Palmitate d'ascorbyl 0,1 g 

Proteines de Ble 3 g 

Saponines de soja 0,05 g 

Madecassoside 0,05 g 

ParsolMCX 7 g 

Benzophenone 3 1 g 

Beurre de Karite 1 g 

Excipient creme parfumee qsp. 100 g 



Appliquer cette creme des la fin d'apres-midi, permet de reparer les rides de 
rinterieur, et de proteger la peau des derniers rayons de soleil. 
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REVENDICATIONS 

1 . Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de nature 
triterpenique, cosmetiquement acceptable, en particulier une saponine ou un 

5 sapogenol extrait de plante, de preference de soja ou d'une plante de type 
Medicago, ou d'un extrait vegetal riche en de tels composes, comme agent 
cosmetique destine a augmenter la quantite de collagene IV dans la jonction 
dermo-epidermique. 

2. Utilisation selon la revendication 1, d'au moins iine saponine ou un 
10 sapogenol de nature triterpenique, extrait(e) d'une plante riche en de tels composes 

choisie parmi : Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris, Phaseolus aureus, 
Phaseolus lunatus, Vicia faba, Lens culinaris, Cicer arietum, Vigna angularis, 
Vigna mungo, Oxytropis ochrocephala, Oxytropis glabra, Pisum sativum, Sophora. 
favescens, Asparalus membranaceus, Crotaiaria albida, Arachis hypbgea, Galega 
15 officinalis, Wistaria brachybotrys, Trifolium repens, ou une plante du type 
Medicago, en particulier Medicago alfalfa et Medicago sativa ou "luzerne". 

3. Utilisation d f au moins une saponine ou un sapogenol de nature 
triterpenique, pharmaceutiquement acceptable, en particulier une saponine ou un 
sapogenol extrait de plante, de preference de soja ou d'une plante de type 

20 Medicago, ou d'un extrait vegetal riche en de tels composes, pour la fabrication 
d f une composition pharmaceutique, notamment dermatologique, destinee a traiter 
les pathologies liees a une deficience de la jonction dermo-epidermique resultant 
d'une quantite insuffisante de collagene IV. 

4. Utilisation selon la revendication 3, d'au moins une saponine ou un 
25 sapogenol de nature triterpenique, extrait(e) d ! une plante riche en de tels 

composes, choisie parmi : Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris, Phaseolus 
aureus, Phaseolus lunatus, Vicia faba, Lens culinaris, Cicer arietum, Vigna 
angularis, Vigna mungo, Oxytropis ochrocephala, Oxytropis glabra, Pisum 
sativum, Sophora favescens, Asparalus membranaceus, Crotaiaria albida, Arachis 
30 hypogea, Galega officinalis, Wistaria brachybotrys, Trifolium repens, ou une 
plante du type Medicago, en particulier Medicago alfalfa et Medicago sativa ou 
"luzerne". 

5. Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol, extrait(e) 
d'une plante riche en de tels composes, ladite plante etant choisie parmi : Glycine 

35 max (soja), Phaseolus vulgaris, Phaseolus aureus, Phaseolus lunatus, Vicia faba, 
Lens culinaris, Cicer arietum, Vigna angularis, Vigna mungo, Oxytropis 
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ochrocephala, Oxytropis glabra, Pisum sativum, Sophora favescens, Asparalus 
membranaceus, • Crotalaria albida, Arachis hypogea, Galega officinalis, Wistaria 
brachybotrys, Trifolium repens, ou une plante du type Medicago, en particulier 
Medicago alfalfa et Medicago sativa ou "luzerne" ; comme agent cosmetique 
5 destine a augmenter la quantite de collagene IV dans la jonction dermo- 
epidermique. 

6. Utilisation d f au moins une saponine ou un sapogenol, extrait(e) 
d f une plante riche en de tels composes, ladite plante etant choisie parmi : Glycine 
max (soja), Phaseolus vulgaris, Phaseolus aureus, Phaseolus lunatus, Vicia faba, 

10 Lens culinaris, Cicer arietum, Vigna angularis, Vigna mungo, Oxytropis 
ochrocephala, Oxytropis glabra, Pisum sativum, Sophora favescens, Asparalus 
membranaceus, Crotalaria albida, Arachis hypogea, Galega officinalis, Wistaria 
brachybotrys, Trifolium repens, ou une plante du type Medicago, en particulier 
Medicago alfalfa et Medicago sativa ou "luzerne" ; pour la fabrication d'une 

15 composition pharmaceutique, notamment dermatologique, destinee a traiter les 
pathologies liees a une deficience de la jonction dermo-epidermique resultant 
d'une quantite insuffisante de collagene IV. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes 
d'au moins une saponine ou un sapogenol triterpenique, extrait(e) d'une plante de 

20 type Medicago telle que Medicago alfalfa et Medicago sativa. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes 
d'au moins une saponine ou un sapogenol extrait(e) de soja. 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la saponine ou ie sapogenol precite est extrait a partir de 

25 toute partie de la plante, de preference a partir des racines dans le cas de Medicago 
et des graines dans le cas du soja. 

10. Utilisation Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la saponine ou le sapogenol precite est une soyasaponine ou 
un soyasapogenol triterpenique de type A ou de type B. 

30 11. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterisee en ce que la proportion en saponine(s) ou en sapogenol (s) ou en 
extrait vegetal en contenant est comprise entre 0,001 % et 5 %, mieux entre 0,01 
et 2 %, en poids, par rapport au poids total de la composition cosmetique ou 
pharmaceutique finale. 

35 12. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 

en ce que la saponine ou le sapogenol est utilise en association avec au moins un 
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ecdystero'fde ou avec au moins un derive acetyle d' ecdystero'ide, en parti culier 
avec la beta-ecdysone ou ecdysterone. 

13. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que la saponine ou le sapogenol est utilise en association avec au moins une 

5 autre substance active par exemple choisie parmi le groupe constitue par l'acide 
madecassique, l'acide asiatique, le madecassoside, l'asiaticoside, l'a-1 -proteinase 
inhibiteur, les inhibiteurs de collagenase tels que l'acide retino'ique, les inhibiteurs 
d'elastase, la lysine, la proline, le 2-oxoglutarate, le ginsenoside Rq, la vitamine D 
et ses derives, les vitamines, en particulier la vitamine A, B ou E - les xanthines, la 

10 tyrosine ou ses derives comme par exemple le tyrosinate de glucose, la 
malyl tyrosine, la quinine ou ses derives, les rubefiants tels que le nicotinate de 
methyle, des hydrolysats de keratine, des oligoelements tels que le zinc, le 
selenium, cuivre, des inhibiteurs de 5-a-reducteurs tels que progesterone, i'acetate 
de cyproterone, le minoxidil, l'acide azelaique et ses derives, le l,4-methyl-4- 

15 azasteroide, en particulier la 17-p-N,N-diethylcarbamoyl-4-methyl-4-aza-5-a- 
androstan-3-one, ou encore un extrait de Serenoa repens. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que la 
concentration en cette (ou ces) autre(s) substance(s) active(s) est comprise entre 
0,0001 % et 5 % en poids par rapport au poids de la composition finale. 

20 15. Composition cosmetique ou pharmaceutique favorisant 

Paugmentation de la quantite de collagene IV dans la jonction dermo- 
epidermique, caracterisee en ce qu'elle contient une quantite efficace de 
1'association d'au moins une saponine ou un sapogenol tels que definis a Tune 
quelconque des revendications 1 a 11, avec au moins un ecdystero'ide, ou avec au 

25 moins un derive acetyle d'ecdysteroide, en particulier avec la beta-ecdysone ou 
ecdysterone. 

16. Composition selon la revendication 15, caracterisee en ce que la 
saponine ou le sapogenol precite et 1* ecdystero'ide precite sont associes dans un 
rapport ponderal compris entre 1 : 10 et 10 : 1, et de preference egal a 1 : 1. 

30 17. Procede de traitement cosmetique, caracterise en ce que Ton 

procede a 1'administration topique a une personne en ayant besoin, d'une quantite 
efficace d'au moins une saponine ou d'au moins un sapogenol, tels que definis a 
Tune quelconque des revendications 1 a 1 1, permettant d'augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique, ladite saponine ou ledit 

35 sapogenol etant eventuellement administre en association avec une ou plusieurs 
autre(s) substance(s) active(s) telle(s) que definie(s) a la revendication 13 ou en 
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association avec un ecdystero'ide, ou avec au moins un derive acetyle 
d'ecdysteroide, en particulier avec la beta-ecdysone ou ecdysterone ; de preference 
pour realiser un traitement anti-rides. 
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<SU Title- USE OF AT LEAST A COSMETICALLY ACCEPTABLE SAPONIN OR SAPOGENOL AS COSMETIC AGENT FOR 
" INCREASING THE AMOUNT OF COLLAGEN IV IN THE DERMAL-EPIDERMAL JUNCTION 

f54^ titre- UTILISATION D'AU MOINS UNE SAPONINE OU UN SAPOGENOL COSMETIQUEMENT ACCEPTABLE, COMME 
" AGENT COSMETIQUE DESTINE A AUGMENTER LA QUANTITE DE COLLAGENE IV DANS LA JONCTION 
DERMO-EPIDERMIQUE 

(57) Abstract 

The invention generally concerns the use of saponins or sapogenols in particular extracted from plants, preferably soya or Medicago, in 
cosmetology and for making pharmaceutical compositions for skin treatment to increase the amount of collagen IV in the dermal^pidennal 
junction The invention also concerns novel cosmetic compositions promoting the increase of the amount of collagen IV in the 
dermal-epidermal junction and a cosmetic treatment method using a saponin or sapogenol. The invention is applicable in cosmetics 
preferably in anti-wrinkle treatment and in pharmaceutics for treating diseases related to dermal-epidermal junction deficiency resulting 
from an insufficient amount of collagen IV. 



(57) Abrege* 

La presente invention conceme generalement l'utilisation de saponines ou sapogenols en particulier extraits de plante, de preference 
de soia ou de Medicago, en cosmdtologie ainsi que pour la fabrication de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de la peau 
en vue d'augmenter la quantit6 de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Elle conceme egalement de nouvelles compositions 
cosm£tiques ou pharmaceutiques favorisant Faugmentation de la quantity de collagene IV dans la jonction denno-epidermique ainsi qu'un, 
proc&le* de traitement cosm&ique utilisant une saponine ou un sapogdnol. L'invention trouve application en cosmdtique de preference dans 
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because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. [5T] Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 

3. | | Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found muitiple mvenfonsih this international application, as follows: 

see supplemental sheet 



1 - | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite pavment 
of any additional fee. 

3- | | As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 ' FY! No re< l uired additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
L - 4 - J restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

1 3 9-17 (all partially) 

Remark on Protest \ | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 

1 . Claims: 1, 3, 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol, or of an extract rich in said compounds, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal -epidermal 
junction. Cosmetic or pharmeceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or a sapogenol with an ecdysteroid; said use and said composition not 
comprising the features of inventions 2-21 . 

2. Claims: 1-6 (all partly) 7 (wholly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from a Medicago-type plant, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic of pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from a Medicago-type plant with an ecdysteroid. 

3. Claims: 1-6 (all partly) 8 (wholly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from soybean as cosmetic agent 
designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. Cosmetic or 
pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic saponin or 
sapogenol extracted from soybean with an ecdysteroid. 

4. Claims: 1-6 (all partly) 9 (wholly) and 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Phaseolus vulgaris, as 
cosmetic agent designed to increase the amoung of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Phaseolus vulgaris with an ecdysteroid. 

5. Claims 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) . 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Phaseolus aureus, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Phaseolus aureus with an ecdysteroid. 

6. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Phaseolus lunatus, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Phaseolus lunatus with an ecdysteroid. 

7. Claims 1-6 (all partly) 9-17 (all partially) 

Use of at least a tripterpenic saponin or sapogenol extracted from Vicia faba, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. 
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ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 

Cosmetic or pharmaceutical containing a combination of at least a triterpenic saponin or 
sapogenol extracted form Vicia faba with an ecdysteroid. 

8. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Lens culinaris, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. 
Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Lens culinaris with an ecdysteroid. 

9. Claims 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Cicer arietum, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal -epidermal junction. 
Cosmetic or pharmaceutical composition containing at least a combination of a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Cicer arietum with an ecdysteroid. 

10. Claims 1-6 (all partly) 9-17 (all partly). 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Vigna angularis, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. 
Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Vigna angularis with an ecdysteroid. 

11. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Vigna mungo, as cosmetic 
! agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. 
Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Vigna mungo with an ecsysteroid. 

12. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Oxytropis ochrocephala, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Oxytropis ochrocephala with an ecsysteroid. 

13. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Oxytropis glabra, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. 
Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Oxytropis glabra with an ecsysteroid. 

14. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Pisum sativum, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. 
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ADDITIONAL MATTER 

Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Pisum sativum with an ecsysteroid. 

15. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Sophora favescens, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal -epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Sophora favescens with an ecsysteroid. 

16. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Asparalus membranaceus, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Asparalus membranaceus with an ecsysteroid. 

17. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Crotalaria albida, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal junction. 
Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Crotalaria albida with an ecsysteroid. 

18. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Arachis hypogea, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal -epidermal junction. 
Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Arachis hypogea with an ecsysteroid. 

19. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Galega officinalis, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Galega officinalis with an ecsysteroid. 

20. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Wistaria brachybotrys, as 
cosmetic agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal 
junction. Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a 
triterpenic saponin or sapogenol extracted from Wistaria brachybotrys with an ecsysteroid. 
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21. Claims: 1-6 (all partly) 9-17 (all partly) 

Use of at least a triterpenic saponin or sapogenol extracted from Trifolium repens, as cosmetic 
agent designed to increase the amount of collagen IV in the dermal-epidermal i unction. 

Cosmetic or pharmaceutical composition containing a combination of at least a triterpenic 
saponin or sapogenol extracted from Trifolium repens with an ecsysteroid. 
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Continuation of Box 1.2 
Claims n° : 1 , 3 9-17 

Claims 1, 3 and 9-17 of the present application concern a very large variety of 
compounds: triterpenic saponins or sapogenols. However, a support basis as 
defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as defined by PCT Article 5 can 
only be found for a very limited number of said claimed compounds. In the 
present case, the claims are so lacking in support basis and the disclosure of the 
invention in the description is so limited that it is not possible to carry out a 
significant search covering the whole spectrum claimed.Consequently, the 
search concerning the first invention was restricted to the general concept 
underlying the present application. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, 
concerning inventions in respect of which no search report has been established 
need not be the subject of a preliminary examination report (PCT Rule 66.1 (e)). 
The applicant is warned that the guideline adopted by the EPO acting in its 
capacity as International Preliminary Examining Authority is not to proceed 
with a preliminary examination of a subject matter unless a search has been 
carried out thereon. This position will remain unchanged, notwithstanding that 
the claims have or have not been modified, either after receiving the search 
report, or during any procedure under Chaper II. 
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and Cosmetics" 

1996 , WI LEY-INTERSCI ENCE PUBLICATION , 
NEW YORK (USA) XP002099892 
page 284, colonne 1, alinea 3 
page 28, colonne 2, alinea 3 
page 285, colonne 1, ligne 2 



1,3,9,17 



1,3,9,17 



15,16 
12,17 



1-3,5-7, 
13 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


Demande intemationale n° 

PCT/FR 99/01260 




Cadre 1 Observations - forsqu'if a ete estime que certaines revendications ne pouvaient paa faire I'objet d'une recherchi 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 




Conformement a Particle 1 7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . | I Les revendications n°* 

se rapportent a un objet a regard duquel l'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir 

2. I X | Les revendications n" ' 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rempiissent pas suffisamment tes conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulien 

voir feuille supplementaire SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 

3. | | Les revendications n°" 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troiaiema phrases de Ja regie 6.4.a). 


( 


Cadre II Observations - lorsqu il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 


L'administration charges de la recherche Internationale a trouv6 p/usieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir. 

voir feuille supplementaire 

1 . I I Comma toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 international porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. 1 1 Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s*y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle, l'administration n'a sollicrte le paiement d'aucune taxe de cette nature. 

3. | [ Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par fe deposant, le present 
rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesqueiles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n °* 

4 * 1 _ 1 Aucuno taxo additionnelle demandee n'a et6 payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 

de recherche intemationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans tes revendications- elle eat 

couverte par les revendications n °" 

1 3 9-17 (toutes partiellement) 

Remarque quant a la reserve [ | Les taxes additionnelles etaient accompagneea dune reserve de la part du deposani . 

| [ Le paiement des taxes addftonneUes n'Mait assort* d'aucune reserve. 
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1. revendications: 1 3 9-17 (toutes parti el lement) 

Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique, ou d'un extrait vegetal riche en de 
tels composes, corrnie agent cosmetique destine a augmenter la 
quantite de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. 
Composition cosmetique ou pharmaceutique contenant 
1 'association d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique avec un ecdysteroide; cette utilisation 
et cette composition ne comprenant pas les character! stiques 
des inventions 2-21. 



2. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 7 (totalement) 9- 
.17 (toutes partiellement) 



. ..Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
-nature tri terpenique extrait(e) d'une plante de type 
Medicago, comne agent cosmetique destine a augmenter la 
quantite de collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. 
Composition cosmetique ou pharmaceutique contenant 
1 'association d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) d'une plante de type 
Medicago avec un ecdysteroide. 

3. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 8 (totalement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de soja, conme agent 
cosmetique destine a augmenter la quantite de collagene IV 
dans la jonction dermo-epidermique. Composition cosmetique 
ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au moins une 
saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique extrait(e) 
de soja avec un ecdysteroide. 



4. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Phaseolus vulgaris, comme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 "association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique 
extrait(e) de Phaseolus vulgaris avec un ecdysteroide. 



5. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 
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Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Phased us aureus, comme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique 
extrait(e) de Phaseolus aureus avec un ecdysteroYde. 



6. revendi cations: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Phaseolus lunatus, comme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique 
extrait(e) de Phaseolus luntaus avec un ecdysteroYde. 



7. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Vicia faba, corme agent 
cosmetique destine a augmenter la quantite de collagene IV 
dans la jonction dermo-epidermique. Composition cosmetique 
ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au moins une 
saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique extrait(e) 
de Vicia faba avec un ecdysteroYde. 



8. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Lens culinaris, comme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique 
extrait(e) de Lens culinaris avec un ecdysteroYde. 



9. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
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nature tri terpenique extrait(e) de Cicer arietum, comne 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique 
extrait(e) de Cicer arietum avec un ecdysteroide. 



10. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Vigna angularis, comne 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique 
extrait(e) de Vigna angularis avec un ecdysteroide. 



11. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Vigna mungo, comme agent 
cosmetique destine a augmenter la quantite de collagene IV 
dans la jonction dermo-epidermique. Composition cosmetique 
ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au moins une 
saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique extrait(e) 
de Vigna mungo avec un ecdysteroide. 



12. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Oxytropis ochrocephala, 
corrme agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d]au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature tri terpenique 
extrait(e) de Oxytropis ochrocephala avec un ecdysteroide. 



13. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Oxytropis glabra, comne 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
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cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Oxytropis glabra avec un ecdysteroide. 



14. revendi cations: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
- nature triterpenique extrait(e) de Pisum sativum, comme 

agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
.collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 

cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 

moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
, extrait(e) de Pisum sativum avec un ecdysteroide. 



15. revendi cations: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature triterpenique extrait(e) de Sophora favescens, comme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Sophora favescens avec un ecdysteroide. 



16. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature triterpenique extrait(e) de Asparalus membranaceus, 
comme agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Asparal us membranaceus avec un ecdysteroi de. 



17. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature triterpenique extrait(e) de Crotalaria albida, conme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Crotolaria albida avec un ecdysteroide. 
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18. revendications: 1-6 (toutes parti el lement) 9- 
17 (toutes parti el lement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature tri terpenique extrait(e) de Arachis hypogea, conme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Arachis hypogea avec un ecdystero'Yde. 



19. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature triterpenique extrait(e) de Galega officinalis, conme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Galega officinalis avec un ecdystero'rde. 



20. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature triterpenique extrait(e) de Wistaria brachybotrys, 
corrnie agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Wistaria brachybotrys avec un ecdysteroi'de. 



21. revendications: 1-6 (toutes partiellement) 9- 
17 (toutes partiellement) 



Utilisation d'au moins une saponine ou un sapogenol de 
nature triterpenique extrait(e) de Trifolium repens, conme 
agent cosmetique destine a augmenter la quantite de 
collagene IV dans la jonction dermo-epidermique. Composition 
cosmetique ou pharmaceutique contenant 1 'association d'au 
moins une saponine ou un sapogenol de nature triterpenique 
extrait(e) de Trifolium repens avec un ecdysteroYde. 
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Suite du cadre 1.2 

Revendi cations nos.: 1,3 9-17 



Les revendications 1,3 et 9-17 presentes ont trait a une tres grande 
variete de composes: des saponines ou sapogenols de nature triterpenique. 
Un fondement au sens de L 1 Article 6 PCT et/ou un expose au sens de 
1 'Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un nombre tres 
restreint de ces composes revendiques. Dans le cas present, les 
revendications manquent a un tel point de fondement et I'expose de 
^invention dans la description est si limite q'une recherche 
significative couvrant tout le spectre revendique est impossible. Par 
consequent, la recherche pour la premiere invention a ete 1 invitee a 
I'idee generale sous-jacente a la presente demande 

L' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement I'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d 1 administration chargee de 1 'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait I'objet d'une recherche- Cette 
attitude restera inchangee, independamnent du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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